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(57) Abstract 

A recombinant DNA molecule codes for a peptide with 
the antigenicity of timothy grass pollen allergens Phi p 0.' The 
amino acid sequence (5) and the most important B cell and 
T cell epitopes of the molecule are derived therefrom. The 
recombinant Phi p E allergen is expressed in Escherichia coll : 
and binds serum IgE of more than 60 % of all those allergic 
to gnus pollen and may therefore be used in the tame way as 1 
the naturally occurring Phi p H for processes based on antigen- 
antibody interaction, mediator release and T cell reactivity. 

(57) Zusammenfassung 

Fin rekombinantes DNA Molekul, das fur cin Peptid 
mit der Antigenitat des Lieschgras Pollen Allergens Phi p 
Q kodiert. Davoo werden die Aminosauresequenz und die 
wichtigsten B-Zell und T-Zcli Epitope des MolekvUs abgcleiteL 
Das rekombinante Phi p II Allergen wurde in Escherichia colt 
exprimiert und bindct Serum IgE von mehr als 60 % allcr 
GraspollenaUergiker und kaon daher ebenso wie das aatiirLich 
vorkommende Phi p U fur Verfahren Anwendung finden, die auf 
Anngen-Antikorper-Wcchselwirkung, Mediatorfreisetzung, und 
T-Zell Reaktivitat beruhen. 
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Rekombinantes Lieschpraspollenallergen Phi p II 

Graserpollenallergien gehoren zu den wichtigsten pflanzlichen Allergien 
wahrend des Sommers. Mehr als 20% der Pollenallergiker zeigen allergische 
5 Symptome auf Graserpollen Allergene. Zu den wichtigsten Graserpollenallergenen 
gehoren Gruppe I (1), Gruppe V (2), Gruppe II/III (3) und Gruppe IV (4, 5) 
Allergene. Inzwischen wurde auch Profilin als Graserpollen Allergen entdeckt (7, 8). 
Die erwahnten Allergene konnen als immunologisch und strukturell nahe verwandte 
Molekule in Pollen unterschiedlicher Grasspezies gefunden werden und verwandte 

10 Allergene einer Gruppe zeigen Kreuzreaktivitat mit Patienten IgE. Bisher ist eine 
Reihe dieser Allergene mittels rekombinanter Techniken isoliert und in £. coli 
exprimiert worden (9). Viele von den in £. coli exprimierten Allergenen zeigen 
ahnliche Eigenschaften wie die naturlichen Proteine und konnen daher fur Diagnose 
und Therapie von allergischen Erkrankungen verwendet werden (10, 11, 12). Es 

15 wird nun erstmalig eine molekulare Charakterisierung einer vollstandigen cDNA, die 
fur Phi p II kodiert, sowie die Expression dieses Proteins in E. coli beschrieben. Ein 
vollstandiges rekombinantes Graserpollenallergen der Gruppe II/III war bisher nicht 
verfiigbar und kann, wie aus den Beispielen ersichtlich ist, wie das naturliche Protein 
fur Verfahren verwendet werden, die auf einer Antigen-Antikorperwechselwirkung 

20beruhen, wie fur zellulare Verfahren Anwendung finden, da samtliche T-Zell 
Epitope am rekombinanten Molekul vorhanden sind wie am naturlichen Molekul. 
Weiters ist das rekombinante Phi p II fur Verfahren geeignet, die meBbare 
Mediatorfreisetzung zur Folge haben. Die therapeutische Verwendung des 
rekombinanten Phi p II, basierend auf einer Einwirkung auf immunoregulatorische 

25 Prozesse, Antigen-Antikdrper-Wechselwirkung, T-Zell Reaktivitat und 
Mediatorfreisetzung folgt aus der strukturellen und biologischen Ahnlichkeit der 
naturlichen und rekombinanten Proteine. Die vorliegende Erfindung stellt eine 
vollstandige cDNA, die fur ein rekombinantes Phi p II Allergen kodiert, zur 
Verfiigung. Anhand der von der cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz werden 

30B-Zell und T-Zell Epitope des Phi p II Allergens bestimmt. Das rekombinante 
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Phlp n Allergen wurde in E. coll hergestellt und besitzt ahnliche Eigenschaften wie 
naturliche Graserpollenallergene der Gruppe II/III. Es folgt daraus, dafl das 
rekombinante Phi p II Allergen so wie die naturlichen Allergene der Gmppe IVIU 
fur Verfahren verwendet werden kann, die auf einer 
5 Antigen-Antikorper-Wechselwirkung, einer antigenabhangigen T-Zellwirkung oder 
einer antigenabhangigen Mediatorfreisetzung beruhen, wobei aber die rekombinanten 
Allergene noch den Vorteil der hoheren Reinheit und hSheren Spezifitat aufweisen. 

Material und Methoden: 

10 

1 Knnstrnktion far r.HNA Genbank 

Lieschgraspollen (Allergon AB Engelholm, Schweden), der mit Hilfe von 
Licht- und Elektronenmikroskopie auf Reinheit untersucht worden war, wurde zur 
Isolierung von polyadenylierter RNA verwendet (13). cDNA Synthese wurde mit 
15 oligo-dT und random Primern durchgefuhrt, die Enden der cDNA wurden mit 
T4-Polymerase glattverdaut und mit EcoRI-Linkern versehen. Die cDNA mit 
Linkern wurde in dephosphorylierte Lambda gtll Arme ligiert und verpackt. Es 
ergab sich eine cDNA Genbank von 800.000 unabhangigen Klonen (13). 

20 2. Screening der cDNA Genbank. Suhklonierung und DNA Seauenzanalyse 

IgE Screening der Lieschgrasspollen cDNA Genbank wurde durchgefuhrt wie 
von Breiteneder et al., beschrieben (14). IgE bindende Klone wurden angereichert 
und aus diesen Klonen wurde Phagen-DNA prapariert (15). Mittels Kpn I und Sac I 
Schnitten konnten zwei DNA Fragmente erhalten werden, die beide Teile der 

25 vollstandigen Phi p II cDNA und flankierende lambda gtll Sequenzen enthielten. Die 
entstandenen KpnI/SacI und Sad DNA Fragmente wurden in das Plasmid pUC 18 
subkloniert und E. coli XL-1 Blue damit tranformiert. Durch Restriktionsanalyse 
wurden geeignete Klone identifiziert und mittels lambda gtll forward sequencing 
primer (22-mer) und lambda gtll reverse sequencing primer (22-mer), Clontech 

30 Laboratories, Palo Alto, USA sowie mittels M13 pUC18 forward and reversed 
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primern, Boehringer-Mannheim, Deutschland, nach Sanger (16) beidstrangig 
sequenziert. 

3. RNA f Norther^ Blots 
5 10 ng von Gesamt-RNA aus Pollen von Lieschgras (Phlewn pratense) und 
Lolchgras (Lolium perenne) wurden mit Hilfe einer denaturierenden 
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet (17). Zur Isolierung 
der cDNA die fiir Phi p II kodiert wurde ausgehend von rekombinanten Phagen das 
entsprechende DNA Insert mittels PCR amplifiziert. Es wurden jeweils 5 picomol 

10 primer (lambda gtll forward sequencing primer (22-mer) und lambda gtll reverse 
sequencing primer (22-mer), Clontech Laboratories, US A) eingesetzt. Das 
PCR-Produkt wurde auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen und die Bande wurde 
mittels DEAE-Ionenaustauscherpapier eluiert (18). Die gewonnene DNA wurde 
mittels random priming 52 P-markiert (19). Prahybridisierung und Hybridisiemng 

15 wurden nach Standard methoden durchgefuhrt (15). Die Blots wurden mit 3.0xSSC 
(20xSSC = 3M NaCl, 0,3M Na-Citrat, pH 7,0), 0.1%SDS (Natriumdodecylsulfat); 
1.5 SSC, 0.1%SDS und anschliefiend mit 0.75% SSC, 0.1% SDS bei 50°C 
gewaschen und autoradiographiert (Hyperfilm MP, Amersham, London, UK). 

20 4. Expression der Phi p II cDNA in lvsogenen E. coli Y1089 als B- 
Galaktosidasefusionsprotein 

Mit Hilfe von IgE Screening wurde ein vollstandiger cDNA Klon erhalten, der 
fur ein Phi p II Allergen kodiert. Mit rekombinanten Lambda gtll Phagen wurde der 
Iysogene £. coli Stamm Y1089 infiziert und aus dem Ansatz wurde das 

25 B-Galactosidase-Fusionsprotein gewonnen (20). Der Ansatz wurde in einem 7.5% 
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (21) und auf Nitrocellulose geblottet 
(22). Das Fusionsprotein wurde mit Hilfe von Serum-IgE von graspollenallergischen 
Patienten und einem jodmarkierten Kaninchen-anti-human IgE Antikorper 
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) detektiert. 

30 
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Die angeschlossenen Figuren dienen der Illustration der Verwendbarkeit des 
rekombinanten Phi p II Allergens fur Verfahren, die auf 
Antigen-Antikorper-Wechselwirkung, antigenabhangiger Mediatorfreisetzung, sowie 
antigenabhangiger zellularer Reaktivitat beruhen. Figur 1 zeigt die cDNA und die 
5 davon abgeleitete Aminosauresequenz des rekombinanten Phi p II Allergens. Es ist 
die vollstandige cDNA Sequenz des Phi p II Allergens angefuhrt. Eine 24 Basen 
lange nichtkodierende Sequenz wurde am 5' Ende der cDNA vorgefunden, worauf 
eine 78 Basen lange FQhrungssequenz folgt, die fur das in der Abbildung 
unterstrichene Signalpeptid kodiert (23). Die Aminosauresequenz des reifen Proteins 

10 kann ab Base 78 abgeleitet werden und beginnt mit Valin. Das Stopcodon TAG, 
welches die kodierende Sequenz am 3* Ende abbricht, ist mit einem Stern 
gekennzeichnet. Die 3 nicht kodierende Sequenz wird im poly A Schwanz beendet. 

Figur 2 veranschaulicht die Ahnlichkeit der Aminosauresequenz des 
rekombinanten Phi p II Allergens mit anderen Gruppe II/III Graserpollenallergenen. 

15 Figur 3 gibt die Beschreibung von B-Zell Epitopen des rekombinanten Phi p II 
Allergens wieder, und Figur 4 jene der T-Zell Epitope. 

Figur 5 zeigt die Reaktivitat des rekombinanten Phi p II Allergens mit Serum 
IgE von Graspollenallergikern. Rekombinantes Phi p II wurde als B-Galaktosidase 
Fusionsprotein in lysogenen E. colt Y1089 mittels Phageninfektion und Induktion 

20 mit IPTG exprimiert. Die E. colt Proteine, welche das rekombinante Phi p II 
enthalten, wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose ubertragen. In 
Spur 1 wurde Serum IgE von einem Gruppe II/III reaktiven Patienten verwendet, in 
den Spuren 2 und 3 wurde mit IgE von Allergikern detektiert, die keine Reaktion mit 
Gruppe II/III Allergenen zeigen, und Spur 4 zeigt die Kontrolle mit Serum einer 

25 nicht allergischen Kon troll person. 

Figur 6 gibt eine Tabelle wieder, die den Prozentsatz von 
graspollenallergischen Patienten mit IgE-Reaktivitat gegen bestimmte 
Graspollenallergene auflistet. Es wird die Haufigkeit der Reaktivitat von 
Graspollenallergikern mit verschiedenen Graserpollenallergenen gezeigt. Die Werte 

30 sind Richtwerte, die durch Testen mit natiirlichen und rekombinanten 
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Graserpollenallergenen in einer reprasentativen Anzahl von Patier-ten erhoben 
wurden. 

Figur 7 belegt, dafl rekombinantes Phi p II gleiche IgE-Epitope wie naturliche 
Gruppe n/in AIlergene-IgE-Inhibition tragt. Das Serum eines Graspollenallergikers, 

5 der mit Gruppe II/IH Allergenen (10-12kD) und Gruppe I Allergenen (etwa bei 
30 kD) IgE-Reaktivitat zeigt, wurde mit rekombinantem Phi p II (Spur 2), 
rekombinantem Phi p I (Spur 3), rekombinantem Bet v I (Spur 4), oder 
E. co/Z-Proteinen (Spur 1) vorinkubiert. Vorinkubation mit rekombinanten Phi p II 
bringt die IgE-Bindung an naturliches Phi p II im 12 kD Bereich fast vollig zum 

10 verschwinden, wahrend die Reaktivitat mit Phi p I bei 30 kD nicht beeintrachtigt 
wird. Rekombinantes Phi p I reduziert nur die Bindung an naturliches Phi p I. hat 
aber keine Wirkung auf die IgE-Bindung an P h I p II. Die Vorinkubation mit 
Kontrollproteinen, rekombinanten Bet v I und E. coli Proteinen beeintrachtigt die 
IgE-Bindung an naturliches Phi p I und Phi p II nicht. Daraus folgt, dafl 

15 rekombinantes Phi p II ahnliche oder gleiche IgE-Epitope wie naturliches Phi p II 
tragt, jedoch keine antigene Verwandtschaft mit naturlichen oder rekombinanten 
Allergenen der Gruppe I gegeben ist. 

Figur 8 verdeutlicht die Hybridisierung der cDNA, die fur Phi p II kodiert, mit 
mRNA aus Lieschgras und Lolchgras. Gesamt RNA wurde aus Lolchgras (Spurl) 

20 und Lieschgras (Spur 2) Pollen isoliert, lO.ng im denaturierenden Agarosegel 
aufgetrennt und auf Nitrozellulose geblottet. Die mit Phosphor 32 markierte cDNA, 
fur kodierend fur Phi p II, hybridisiert sowohl mit Lolchgras als auch Lieschgras 
RNA etwa in Hohe der 18S RNA aber auch deutlich darunter bei etwa 600 Basen 
TranskriptgroBe. Die Kreuzhybridisierung zeigt die strukturelle Ahnlichkeit der 

25 Transkripte welche fur Gruppe II/III AHergene in verschiedenen Grasspezies 
kodieren. 

Figur 9 A und B zeigt die Reaktivitat des rekombinanten Phlp II Allergens mit 
einem Antikorper spezifisch fur Gruppe II/III Graserpollenallergene 

A: Lambda gtll Phagen, die Lieschgraspollenallergene und das Hauptallergen 
30 der Birke, Bet v I (Co), exprimieren sowie nicht rekombinante Phagen (X) wurden 
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im Dot Blot Verfahren mit Antikorpern spezifisch fur Graspollenallergene getestet. 
4B 1 bindet an Gruppe V Allergene, R4 detektiert Gruppe I Allergene, und R5 
identifiziert Gruppe V und Gruppe II/III Allergene. B: Die Graphik illustriert die 
Klonbezeichnung. Rekombinantes Phlp II wird von Klon A exprimiert. 

5 

BeispieKe: 

Sequenzanalvse des rekomhinanten Phi p II AMerg ens-Ahnlichkeit mit anderen 

10 Gruppe IT/FIT Allergenen 

Die DNA Sequenz des Phi p II Allergens wurde durch Sequenzierung der 
cDNA nach der Methode von Sanger (16) bestimmt. Abbildung 1 zeigt die 
bestimmte DNA-Sequenz und die daraus abgeleitetete Aminosauresequenz. Ein dem 
reifen Protein voranstehendes Signalpeptid, das signifikante Homologie mit anderen 

15 eukaryotischen Signalpeptiden zeigt, beweist eindeutig, dali Gruppe II/III Allergene 
von distinkten Genabschnitten kodiert werden und nicht durch proteolytischen Zerfall 
aus Gruppe I Allergenen entstehen. Die in Abbildung 2 gezeigte hohe 
Sequenzhomologie (ungefahr 70% Sequenidentitat) des rekombinanten Phi p II mit 
den homologen Proteinen aus dem Lolchgras (Lol p II und Lol p III) zeigt die enge 

20 strukturelle Verwandtschaft dieser Proteine und liefert damit die molekulare Basis fur 
die immunologische Verwandtschaft von Gruppe II/III Allergenen verschiedener 
Spezies. 

Bestimmung der B-Zell und T-Zell Epitope des rekombinanten Phi p II 
25 Allergens 

Anhand der abgeleiteten Aminosauresequenz des Phi p II Allergens konnten die 
B-Zell und T-Zell Epitope unter Verwendung geeigneter Computerprogramme (24, 
25) bestimmt werden. Die relevanten B-Zell und T-Zell Epitope sind in den Figuren 
3 und 4 zusammengefafit. Synthetische Peptide, die B-Zell Epitopen entsprechen, 
30 binden IgE von Graspollenallergikern, wahrend synthetische Peptide, die T-Zell 
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Epitopen entsprechen, T-Zellen von Graspollenallergikern zur Proliferation anregen 
und erhohte H3-Thymidinaufnahme zur Folge haben. 

Pv prP^inn Aer r.DNA y~M*™A fT.r Phi p II in E. coli als rekombinantes 
5 Phi p II Allergen 

Rekombinante Phagen, die die cDNA fur Phi p II enthalten. wurden zur 
Infektion mit lysogenem E. coli Y 1089 verwendet. Rekombinantes B-Galaktosidase 
Fusionsprotein wurde durch Induktion mit IPTG (Isopropyl-fl-Thiogalaktosid) in 
Flussigkultur gewonnen (20). Das Kontrollprotein B-Galaktosidase zeigte keine 
lOIgE-Bindung am Western Blot wahrend das rekombinante Phi p II Fusionsprotein 
spezifisch mit Serum IgE von Patienten, die mit Gruppe II/III Allergenen 
verschiedener Grasspezies reagierten, deutliche IgE-Bindung zeigte. 

TpF.-Bindungsfahi f >kftit des rek nmhinanten Phi n II Allergens 
15 Serum eines Graspollenallergikers, der mit naturlichen Allergenen der Gruppe 
II/m reagiert, wurde mit rekombinanten Phi p II vorinkubiert und damit Gruppe 
II/m spezifisches IgE abgebunden. Figur 6 zeigt, dafi die Bindung an natuliche 
Gruppe II/III Allergene fast vollstandig durch die Vorinkubation ausgeloscht wird, 
wahrend die Bindung an Gruppe I und Gruppe V Allergene nicht beeinflufit wurde. 
20 Dies zeigt, daB die IgE-Epitope von naturlichen Gruppe II/III Allergenen durch 
rekombinantes Phi p II abgedeckt werden, und daB kaum relevante Kreuzreaktivitat 
zwischen Gruppe I, Gruppe V und Gruppe II/III Allergenen bestehen. 

Krenzhvbridisierunp Her Phi d I I rHNA mit Lol D II/III mRNA 
25 Gesamt RNA von Lolchgras und Lieschgraspollen wurde isoliert, im 
denaturienden Agarosegel aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen ubertragen. 
Die Membran wurde mit einer vollstandigen cDNA, die fur Phi p n kodiert, 
hybridisiert. Hybridisierende Banden finden sich jeweils in Hone der 18S 
ribosomalen RNA sowie deutlich darunter. Die Hybridisierung ist deutlich intensiver 
30 mit Lieschgras RNA als mit Lolchgras, RNA obwohl nach der Gelfarbung mit 
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Ethidiumbromid etwa gleiche Mengen Gesamt RNA verwendet wurden. Dennoch 
konnte unter stringenten Bedingungen Kreuzhybridisierung erzielt werden. Das 
groBere Transkript stellt unter Umstanden «ine groftere und noch unreife RNA dar, 
da die Hybridisierung auch stringentem Waschen standhtelt. Dieses Beispiel soli die 
5Homologie der Gruppe II/III Graserpollenallergene verschiedener Spezies 
dokumentieren. 



30 
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PATENT ANSPRUCHE: 

1. Rekombinantes DNA Molekul, dadurch gekennzeichnet, dafi es eine 
Nukleinsauresequenz aufweist, die fur ein Polypeptid kodiert, das die Antigenitat des 

5 Allergens Phi p II (Lieschgras Pollen Allergen), insbesondere monokotyledoner 
Gewachse, besitzt oder fur ein Peptid, das mindestens ein Epitop dieses Allergens 
aufweist, sowie eine Nukleinsauresequenz, die mit der genannten 
Nukleinsauresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisiert. 

2. Rekombinantes DNA Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
lOdafl es eine Nukleinsauresequenz aufweist, die mit der in Abb. 1 dargestellten 

gesamten Sequenz oder Teilbereichen derselben in homologer Weise iibereinstimmt. 

3. Rekombinantes DNA-Molekiil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB es eine Nukleinsauresequenz aufweist, die durch Degeneration aus der in Abb. 1 
dargestellten Sequenz ableitbar ist. 

15 4. Rekombinantes DNA Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB es eine Nukleinsauresequenz aufweist, die fur ein Polypeptid kodiert, das als 
Antigen kreuzreaktiv mit dem Phi p II Allergen, insbesondere monokotyledoner 
Gewachse, ist und zu diesem eine hohe Homologie aufweist. 

5. Rekombinantes DNA Molekul nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
20 gekennzeichnet, daB es funktionell mit einer Expressionskontrollsequenz zu einem 

Expressionskonstrukt verbunden ist. 

6. Wirtssystem, dadurch gekennzeichnet, daB es mit einem rekombinanten 
Expressionskonstrukt nach Patentanspruch 5 transformiert ist. 

7. Aus einem DNA-Molekul nach einem der Anspriiche 1 bis 4 abgeleitetes 
25 rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, 

daB es die Antigenitat von Phi p II oder zumindest eines Epitops davon aufweist. 

8. Rekombinantes oder synthetisches Protein oder ein Polypeptid nach 
Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi es eine Aminosauresequenz aufweist, die 
mit der in Abb. 1 gezeigten Sequenz im Ganzen oder in Teilen entspricht. 
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9. Rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid nach 
Patentanspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafi es ein Fusionsprodukt 
darstellt, das die Antigenic des Phi p II Allergens des Lieschgrases oder zumindest 
eines Epitops davon aufweist und einen zusatzlichen Polypeptidanteil aufweist, wobei 
5 das gesamte Fusionsprodukt von der DNA eines Expressionskonstrukts gemafl 

Anspruch 5 kodiert wird. 

10 Rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid nach 
Patentanspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi der besagte zusatzliche 
Polypeptidanteil B-Galactosidase oder ein anderes zur Fusion geeignetes PolypepUd 



10 ist 



11. Diagnostisches oder therapeutisches Reagens, dadurch gekennzeichnet, daB 
es ein synthetisches Protein oder Polypeptid gemaB einem der Patentanspruche 7 bis 
10 enth&lt. 

12. Verfahren, zum In Vuro - Nachweis der Allergie eines Patienten gegen das 
15 Phi p 11 Allergen, dadurch gekennzeichnet, dafi die Reaktion der IgE Antikorper im 

Serum des Patienten mit einem rekombinanten oder synthetischen Protein oder 
Polypeptid nach einem der Patentanspruche 7 bis 10 gemessen wird. 

13. Verfahren, zum in Vara - Nachweis der zellularen Reaktion auf das 
Phlp II Allergen, dadurch gekennzeichnet, daB ein rekombinantes oder synthetisches 

20 Protein oder Polypeptid nach einem der Patentanspruche 7 bis 10 zur Stimulierung 
oder Hemmung der zellularen Reaktion eingesetzt wird. 

14. Verfahren zur Behandlung eines Saugetieres, das eine Pollenallergie 
aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB ihm ein rekombinantes oder synthetisches 
Protein oder Polypeptid nach einem der Patentanspruche 7 bis 10 verabreicht wird. 

25 
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Phi p II 

ttg gat ate aac ccg tat cga tec -24 

ATG TCC ATG GCG TCC TCC TCA AGC AGC AGC TTG CTG GCC ATG GCG 45 
net sfir net ala sar s er se r se r ser ser le u leu ala met aJ.fi 

GTG CTG GCG GCG CTG TTT GCC GGC GCG TGG TGC GTC CCG AAG GTG 90 
val leu ala ala leu ph e ala crlv ala tro cvs val pro lys val 

ACG TTC ACG GTG GAG AAG GGG TCC AAC GAG AAG CAC CTG GCG GTG 135 
thr phe thr val glu lys gly ser asn glu lys his leu ala val 

CTG GTG AAG TAC GAG GGG GAC ACC ATG GCG GAG GTG GAG CTC GGG 180 
leu val lys tyr glu gly asp thr met ala glu val phe leu arg 

GAG CAC GGC TCC GAC GAG TGG GTC GCC ATG ACC AAG GGG GAG GGC 225 
glu his gly ser asp glu trp val ala net thr lys gly glu gly 

GGC GTG TGG ACG TTC GAC AGC GAG GAG CCG CTC CAG GGG CCC TTC 270 
gly val trp thr phe asp ser glu glu pro leu gin gly pro phe 

AAC TTC CGG TTC CTC ACC GAG AAG GGC ATG AAG AAC GTC TTC GAC 315 
asn phe arg phe leu thr glu lys gly net lys asn val phe asp 

GAC GTC GTC CCA GAG AGT ACA CCA TTG GGG GCC ACC TAC GCG CCA 360 
asp val val pro glu ser thr pro leu gly ala thr tyr ala pro 

GAA GAG TAG 369 
glu glu * 



cca teg gtc cat cca 
tta gtt cga ttt tec 
cat gtt caa aga cat 



cat gca tga tga tec ttc 
ttg tgt ttt gga acg aat 
atg ttg cac gaa att ttt 



cat cca tct gat 45 
tgt tgc aaa tta 90 
tac taa aaa 132 



Fig. 1 
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Phi p H B-Zell Epitope : 

Folgende B-Zell Epitope wurden bestimmt : 

Epitop 1 : VEKGSNEKH (AS 8-16) 

Epitop 2 : KYEGDT (AS 22 ' 27 ) 

Epitop 3 : REHGSDE (AS 34-40) 

Epitop 4 : TKGEGGV (AS 45-51) 

Epitop 5 : FDSEEPLQGPF (AS 54-64) 

Epitop 6 : LTEKGMKN (AS 69-76) 
Epitop 7 : FDDVVPESTPLGATYA (AS 78-93) 



Fig. 3 
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Phi p II T-Zell Epitope : 

Folgende T-Zell Epitope wurden bestimmt : 



Epitop 


1 : 


TVEKGSNEKHL (AS 7-17) 


Epitop 


2 : 


KHLAVLVKYEG (AS 15-25) 


Epitop 


3 : 


LVKYEGDTMAE (AS 20-30) 


Epitop 


4 : 


KYEGDTMAEVF (AS 22-32) 


Epitop 


5 : 


GDTMAEVFLRE (AS 25-35) 


Epitop 


6 : 


DTMAEVFLREH (AS 26-36) 


Epitop 


7 : 


TMAEVFLREHG (AS 27-37) 


Epitop 


8 : 


MAEVFLREHGS (AS 28-38) 


Epitop 


9 : 


AEVFLREHGSD (AS 29-39) 


Epitop 


10 : 


FLREHGS DEW V (AS 32-42) 


Epitop 


11 : 


LREHGSDEWVA (AS 33-43) 


Epitop 


12 : 


TFDSEEPLQGP (AS 53-63) 


Epitop 


13 : 


DSEEPLQGPFN (AS 55-65) 


Epitop 


14 : 


FRFLTEKGMKN (AS 66-76) 


Epitop 


15 : 


RFLTEKGMKNV (AS 67-77) 


Epitop 


16 : 


FLTEKGMKNVF (AS 68-78) 


Epitop 


17 : 


LTEKGMKNVFD (AS 69-79) 


Epitop 


18 : 


TEKGMKNVFDD (AS 70-80) 


Epitop 


19 : 


EKGMKNVFDDV (AS 71-81) 


Epitop 


20 : 


KGMKNVFDDVV (AS 72-82) 


Epitop 


21 : 


GMKNVFDDVVP (AS 73-83) 
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Epitop 22 : MKNVFDDVVPE (AS 74-84) 
Epitop 23 : KNVFDDVVPES (AS 75-85) 
Epitop 24 : NVFDDVVPEST (AS 76-86) 
Epitop 25 : VFDDVVPESTP (AS77-87) 



Fig. 4 Fortsetzung 
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Prozentsatz der reaktiven Graspollenallergiker 
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Fig. 7 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Fig. 8 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Ein rekombinantes DNA MolekuX das fiir ein Peptid 
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Phi p II 

ttg gat ate aac ccg tat cga tec 



ATG TOC ATG GCG TCC TCC TCA AGC AGC AGC TTG CTG GCC A.TG GCG 45 
rwv rrr ala ser spr ser st*r ser ser Ipu leu ala net alfl 

CTG C1G COG GCG CTG TTT GOC GGC GCG TOG TGC GTC CCG AAG GTG 90 
x,a-\ inn *la ala leu php .iIa olv Ala fro rvs val pro lys val 

HX» TTC ACG GTG GAG AAG GGG TCC AAC GAG AAG CAC CTG GCG GTG 135 
thr phe thr val glu lys gly ser asn glu lys his leu ala val 

CTG GTG AAG TAC GAG GGG GAC ACC ATG GOG GAG GTG GAG CTC CGG 1B0 
leu val lys tyr glu gly asp thr tret ala glu val phe leu a:g 

GAG CAC GGC TCC GAC GAG TOG GIC GOC ATG ACC AAG GGG GAG GGC 225 
glu his gly ser asp glu trp val ala ret thr lys gly glu gly 

GGC GTG TGG ACG TTC GAC AGC GAG GAG COG CTC CAG GGG CCC TTC 270 
gly val trp thr phe asp ser glu glu pro Leu gin gly pro ?he 

AAC TTC CGG TTC CTC ACC GAG AAG GGC ATG AAG AAC GTC TTC C^C 315 
asn phe axg phe leu thr glu lys gly tret lys asn val phe asp 

GAC GTC GTC CCA GAG ACT ACA CCA TTG GOG GOC AOC TAC GCG CCA 360 
asp val val pro glu ser thr pro leu gly ala thr tyr ala pro 

GAA GAG TAG 369 
glu glu * 

cca tog gtc cat oca cat gca tea tga tec ttc cat cca tct cat <5 
tta gtt cga ttt tec ttg tgt ttt gga a eg aat tgt tgc aaa eta 90 
cat gtt caa aga cat atg ttg cac gaa att ttt tac taa aaa 132 
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(54) Title: RECOMBINANT TIMOTHY GRASS POLLEN ALLERGEN Phi p fl 
(54) Bezeichnung: REKOMB IN ANTES LIES CHGRASPOLLEN ALLERGEN Phi p II 



(57) Abstract 

A recombinant DNA molecule codes for a peptide with 
the antigenicity of timothy grass pollen allergens Phi p H. The 
amino acid sequence (5) and the roost important B cell and 
T cell epitopes of the molecule are derived therefrom. The 
recombinant Phi p H allergen is expressed in Escherichia coli 
and binds serum IgE of more than 60 % of all those allergic 
to grass pollen and may therefore be used in the same way as 
the naturally occurring Phi p Q for processes based on antigen- 
antibody interaction, mediator release and T cell reactivity. 

(57) Zusammenfassmig 

Ein rekombinantes DNA Molekttl, das fur ein Peptid 
mit der Antigeniiat des Lieschgras Pollen Allergens Phi p 
II kodiert. Davoo werden die Annnosaurescquenz und die 
wichtigsten B-Zell und T-Zell Epitope des Molekuls abgeleitet. 
Das rekombinante Phi p H Allergen wurde in Escherichia coli 
exprimiert und bindet Serum IgE von mehr als 60 % aller 
Graspollenallergiker und kann daher ebenso wie das naturiich 
vorkommeode Phi p lifts Verfahren Anwendung finden, die auf 
Antigcn-Antikorper-Wechselwirkung, Mediatorfreisetzung, und 
T-Zell Reakuvitat beruhen. 



Phi p II 

teg gat ate aac ccg cat cga tec 



ATG TOC ATG GCG TCC TCC TCA AGC AGC AGC TTG CTG GCC ATG GCG 45 
^ rrc fti» w «K>r **r ser spr 1m \?U flU PPt fl U 

CTG C1G GCG GCG CTG TTT GCC GGC GCG TGG TGC GTC COG AAG GTG 90 

y »i <o» Ma '»» r*- fl in q*v ala rrp CTS val p co Ivs val 

ACG TTC ACG GTG GAG AAG GGG TCC ARC GAG AAG CAC CTG GCG GTG 135 
thr phe thr val glu lys gly ser asn glu Lys his leu ala val 

CTG GTG AAG TAC GAG GGG GAC ACC ATG GCG GAG GTG GAG CTC COG 180 
leu val lys tyr glu gly asp thr tret ala glu val phe leu arg 

GAC CAC GX TCC GAC GAG TGG GTC GCC ATG ACC AAG GGG GAG GGC 225 
glu his gly ser asp glu trp val ala met thr lys gly glu gly 

GGC GTG TGG ACG TTC GAC AGC GAG GAG CCG CTC CAG GGG CCC TTC 270 
gly val trp thr phe asp ser glu glu pro leu gin gly pro ?he 

AAC TTC CGG TTC CTC ACC GAG AAG GGC ATG AAG AAC GTC TTC GAC 315 
asn phe org phe leu thr glu lys gly net lys asn val phe asp 

GAC GTC GTC CCA GAG ACT ACA CCA TTG GGG GCC ACC TAC GCG CCA 360 
asp val val pro glu ser thr pro leu gly ala thr tyr ala pro 

GAA GAG TAG 369 
glu glu * 

cca tog gtc cat cca cat gca tea tga tec ttc cat cca tct cat 45 
tta gtt cga ttt tec teg tgt ttt gqa acg aat tgt tgc aaa tta 9C 
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Rechercbicrter MixutetprufctofT (KlamfiXAboiisyrtem und Klasofiiauoiiaymboie ) 

IPK 5 C12N C07K A61K 



Rechcrcaicrte aber 



ncht zum Mtodesmnlffloff geborende Veroffenmchungen, so wot *ae imtcr die rcchaemerten Gebiete Ullen 



Wihrend der intcnuUionalcn Recbercne 



kooxulncrte dtktronuchc Datenbank (Nunc der Databank und evtL verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER1AGEN 



Kitcgoric* I Bczachoung dcr Veroffcntlicbiing. sowdt erforderuch unter Angabc dcr in Bctrxcht tommendcn Tdle 



Bctr. Anspruch Nr. 



INTERNATIONAL ARCHIVES OF ALLERGY AND 
IMMUNOLOGY, 

Bd.97, 1992, BASEL, CH 
Seiten 287 - 294 

R.VALENTA ET AL. 'Diagnosis of Grass 
Pollen Allergy with Recombinant Timothy 
Grass (Phleum pratense) Pollen Allergens' 
in der Anmeldung ervahnt 
siehe Seite 288, linke Spalte, Absatz 2 

-I— 
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py| Wdtrrc Verofftajdichungen and dcr Foitxeeung von Feld C zu 



□ 



Si the Aahaag Patcotfamlic 



• Besondcre Kaiegonen von angcgcbcncn Veroff cntti chungen 
•A' VcriffentiichuM. die den allgcmcwcn Stand dcr Tcchmk defirucrt. 
abcr nicbtals besoodert btrttiittam ■rrnwhrn ist 
itaa Dokument. das jedocfa erst am odcr nacb dem intcrnanooalcn 
Anmcktcdaium veroffendient wordca ift 
*L* Veroffmtiicnung, die geognel ift. dnca Wohtitaanipruch rweifclhafl cr- 
tefaemtn zu Sen. odcr ttareh die dai Verofrentt chim g T rti n i m oner 
££rm im Recamhcnbericnt genannten Vert fTenttchuag Wcgt wwden 
soil Oder die aus einem aaderen besondcren Gnind angegeben itt (wie 
ausgcfOnrt) 

*0* VerofTenflichung, die cch auf one mundUche Oflcnbarung, 

cine Benuttung, cine AusaeUung Oder andcre MaOnahmcn benebt 

*P* Verdnenmcfaung, die voc dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
rf«n heaninruchten Pnoritittrlamrn veroflentucht worden iff 
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k^d^Wundcu<gcndcn Prinaps oder da ihr zuaTundeuegcadea 

-X- ^c^SS^boowtatr Bedeutung; ^^^SS^t"^ 
* ^'l^^Sund dieaer Vcroffttttchung mcht all ncu odcr auf 

crfedcriiencr TaQgkdt berubend bttracbttt werden 
-Y- Vcrofrenfliehuag ran betaafcrcr Be^euM* die beacrp^ Erfindanj 
tarn S^TaL/ crandcruxner Taiigkdt ^^^^^LSf^^Lw^ 
uw^oTwain die VercWeatUcauag mil oner oder mchreren anderen 
'^SSS^SS^^ in Verbiaduag gtbracbt wtrd und 
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Intci. .tonalcs Aktcnzxichcn 
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JNTKRNATIONAI.KR RKCHKRCHKNBKRICHT 


PCT/AT94/ 00039 



rcld I Bcmcrkungcn r.u den AnApriichcn, die sich ais nicht rcchcrchicrbar crwicscn haben (Kortsctzung von Punkt I auf Blatt I ) 



Gcmafl Arlikcl I7(2)a) wurdc aus folgcndcn Gfundcn fur bestimmtc Anspruche kcin Rcchcrchcnbcrichl criictlt 

1. [Xj Anspriichc Nr. 

wcil Sic sich auf Gcgcnsiandc bexichen, zu dcrcn Recherche die Bchordc nicht vcrpflichtct ist. namlich 

Obwohl Anspruch 14 slch auf e1n Verfahren zur Behandlung des menschl Ichen/ 
tierlschen Kdrpers bezleht, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete 
slch auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung. 

2. I Anspriichc Nr. 

wetl $ic sich auf Teitc dcr intcrnaiionalen Anmcldung bezichen. die den vorgcschricbcncn Anforderungen jo wenig cnisprcchcn, 
dafl cine sinnvollc Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | I Anspriichc Nr. 

wcil cs sich dabci um abhangigc Anspriichc handck, die nicht enisprcchcnd Sau 2 und J dcr Regcl 6.4 a) abgcfaJh sind. 



Feld 1! Bcmcrkungen bc> mangelnder Kinheitlichkett dcr Krflndung (Kortsctzung von Punkt 2 auf Blatt I) 



Die imcrnauonaJc Rechcrchcnbc horde hat fcstgcsietlt. daO diesc intcrnationalc Anmcldung mchrcrc Erfmdungen cnthali: 



■ □ 



□ 



Da der Anmcldcr aile crforder lichen zusatzltchen Rccherchen gcbuhrcn rechuciiig cnirichiei hai. erstreckt sich dicscr 
intcrnauonale Rccherchcnbcricht auf aile rechcrchierbaren Anspruche der rniernauonalen Anmcldung. 



Da fur aJle rechcrchierbaren Anspruche die Recherche ohnc einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konntc. dcr cmc 
zusatzliche Rechcrchengebuhr gercchtfcrugl halte. hat die intcrnauonale Rcchcrchen be horde nicht zur Zahlung cincr solchen 
Oebuhr aufgefordcrL 



Da dcr Anmcldcr nur cinigc der erfordcr lichen 7.usiu lichen Rechcrchcngcbuhrcn rcchtzciug entrichlel hat, erstreckt sich diescr 
Internationale Rcchcrchenbericht nur auf die Anspruche der intcrnauonalcn Anmcldung, fur die Gcbuhrcn enirichtct worden 
sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



□ 



Der Anmclder hat die crfordcrlichcn zusatzltchcn Rechcrchcngcbuhrcn nicht rcchtzcitig cntrichtcL Dcr Internationale Rcchcr- 
chenbericht bcschrankl sich dahcr auf die in den Anspruchcn zucrst crwahntc F.rfindung; diese ist in folgcndcn Anspruchcn cr- 
faOL 



Bcmcrkungen ninsichtlich eines Widcrspruchs j | Die zusatziichcn Gcbuhrcn wurden vom Anmcldcr untcr Widcrsprucn gc/.ahlL 

j j Die Zahlung /usatzlichcr Gcbuhrcn crfotgtc ohnc Widcrspruch. 
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